








































































































5.2.1 培養神経回路網に対する BPA の影響評価----------------108 
5.3 実験結果 
5.3.1 BPA の神経回路網への影響-----------------------------110 















































図 1.2 ほ乳類中枢神経系における神経細胞間の情報伝達機構． 
 
神経細胞から放出される神経伝達物質は，興奮性に働くグルタミン酸，抑制性に働く








神経伝達物質である GABA の受容体は，γ−アミノ酪酸受容体（GABA A,B,C, Receptor, 
GABAAR，GABABR，GABACR）に結合する．GABAAR，GABABR，GABACR は，GABA を構成する 5
量体のサブユニットの組み合わせが異なり，Aと C がイオンチャンネル型受容体で GABA
が結合すると Cl-チャネルを開孔しする．B は G タンパク質結合型受容体でイオンチャ
ネルは直接開孔しない．もう一つの主要な抑制性の伝達物質であるグリシンの受容体も，



















NMDARが活性化する[7]．活性化した NMDAR のイオンチャネルを通って Ca2+が細胞内に流
入することで，シナプス前細胞からの神経伝達物質の放出量の増加や，神経伝達物質受




他方，LTD は 5 Hz 程度の比較的低頻度の連続刺激により誘導される．カンデルらは急
性スライス切片を用いた実験により，持続時間の異なる早期 LTPと後期 LTP を報告して
いる[11].早期 LTP は 100 Hz の高頻度連続刺激を 1 回加えるだけで発現し，1-3時間程
度持続する．この早期 LTP は新たなタンパク質合成を必要としないフェイズである．そ
して，後期 LTP は 100 Hz の高頻度連続刺激を 10 分間隔で 4 回加えることで発現し，8
時間以上持続する．この後期 LTPは新たなタンパク質合成を必要とするフェイズである．
このように LTPは増強誘導手法に依存して，持続時間が異なることが報告されている．  
 また，富永らは培養スライス切片を用いて 20 日以上持続する LTP の存在について報
告している[12-14]．LTP を 3 回，3-24 時間あけて発現誘導することで，シナプス新生
が誘導され，より長い時間の LTP（Repetitive-LTP- Induced Synaptic Enhancement, RISE）
が発現する．さらに，富永らは数週間持続する LTD（LTD-repetition-Operated Synaptic 
Suppression, LOSS）も報告している[15-17]．この現象は，RISE と同様に，24 時間以
内の間隔で 3回 LTDを発現誘導することによって発現する，シナプス密度の低下を伴う








































































































して考案された人工ニューラルネットワーク（Artificial Neural Network, ANN）に関






































































































































































































































































る．それらの研究には 32 個から 256 個の微小平面電極を底面に備えた培養皿
（Multi-Electrode Array, MEA）や，CMOS イメージセンサ技術により 24600 個もの電
極を底面に備えた高密度プローブが用いられている[58]（図 2.1）．また，分散培養系































図 2.1 MED プローブと高密度 MEA． 
左上の写真は MED プローブ，左下は MED プローブ底面に配置されている酸









































図 2.2 妊娠 18 日目の ウィスターラット． 





図 2.3 MED プローブ，ガラスベース培養皿上に培養された神経回路網． 









0.02% 溶液を使用した. MED プローブに 1 ml の 0.02% PEI 溶液を入れ, 3時間以上室
温にて静置した. その後 PEI 溶液を除去し, milli-Q 水で 3 回洗浄した． 
胚齢 18 日目（Embryonic day 18 , E18）のウィスターラット胎児の大脳から海馬領
域を切り出し，培地中に保持した．次に培地を除去し，10 mM ブドウ糖含有 Mg2+−Ca2+
非含有リン酸緩衝液（Phosphate-buffered saline-,PBS-）で 3回デカンテーションを行
い，トリプシン含有 エチレンジアミン四酢酸（EDTA）溶液をトリプシンの最終濃度が
0.0125% になるように加えて 10分間 37℃で処理した．続いて，血清を含んだ完全培地
で 3回デカンテーションを行ってトリプシン酵素反応を終了させ，スポイトにてピペッ
ティングを行って細胞を解離して細胞懸濁液とした．細胞懸濁液の細胞数は血球計測版
を用いて計数し，7800 cells/mm2の細胞密度となるよう 30 万個の細胞に相当する量を
MED プローブ又はガラスベース培養皿の中央に配置した内径 7 mm のクローニングリン
グ内に播種した．播種 1日後にクローニングリングを取り除き，その後は CO2インキュ
ベータ内で湿度 100%，温度 37℃，5% CO2の条件で培養を行った．コンタミネーション
を避け，また取り扱いを簡便にするために，MEDプローブとガラスベース培養皿はそれ
ぞれ 10 cm径のペトリ皿に入れて培養した．細胞培養用の培地組成は，25 mM 双極性イ
オン緩衝剤（HEPES）含有のダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium, DMEM） / ハム F12 混合培地，5 µg/ml インシュリン，100 U及び 100 µg/ml ペ






















ユニットは 64 チャンネル インテグレーテッドアンプ及び刺激用ヘッドアンプで構成
されている．MED ユニットから送られてきた電気信号はインテグレーテッドアンプによ
って1000 倍に増幅され，制御ユニットへ送られる．制御ユニットは A/D 変換ボードを
内蔵したコンピュータと計測用ソフトウェアで構成されている．測定ユニットから送ら
れてきた電気信号は A/D 変換ボードによってデジタル化され，ハードディスクに保存
















































間接法では 1 分子の 1 次抗体に複数の 2 次抗体が結合するのでシグナルが増強される．
本研究では，神経幹細胞，アストロサイト，オリゴデンドロサイトの標識のために，そ
れぞれ抗ネスチン抗体，抗 GFAP抗体，抗 O4 抗体を用いた．使用した 1次・2 次抗体を




図 2.6 抗体による間接免疫蛍光染色法の模式図． 
 
 





表 2.1 使用抗体． 
標的分子 ホスト動物 細胞腫 希釈率 
Nestin マウス 神経幹細胞 1:200 
GFAP ラビット アストロサイト 1:500 











Alexa Fluor 488 ゴート 抗Nestin抗体 488 520 1:200 
Alexa Fluor 488 ゴート 抗 O4 抗体 488 520 1:200 
Alexa Fluor 568 ゴート 抗 GFAP 抗体 568 603 1:200 
 
神経回路網に対して，4% ホルムアルデヒドで 20 分間固定処理を行った．4% ホルム
アルデヒド水溶液を除去し，PBS−で 3 回洗浄した後，0.3% TritonX-100 で 20 分間膜の
透過処理を行った．10 mM グリシン含有 PBS-で 3 回洗浄した後，ブロックエースで 30
分間ブロッキングを行った．10 mM グリシン含有 PBS−で 3 回洗浄した後，1%ウシ血清
アルブミン含有 PBS−で希釈した 1次抗体を加え，4℃で 1晩静置して抗原抗体反応をさ
せた．次に 0.1%ウシ血清アルブミン PBS−溶液で余分な 1 次抗体を洗い流した後，1%ウ
シ血清アルブミン PBS−溶液で希釈した 2 次抗体を加え，4℃で 1 晩静置して抗原抗体反
応をさせた．アストロサイトの染色には Anti-GFAP rabbit IgG （1:500）を 1 次抗体
とし，Alexa Fluor 568 Anti-rabbit IgG （1:200）を 2 次抗体として用いた．幹細胞
の染色にはAnti-Nestin mouse IgG （1:200）を1次抗体とし，Alexa Fluor 488 Anti-mouse 
IgG（1:200）を 2次抗体として用いた．オリゴデンドロサイトの染色には，Anti-O4 mouse 
























図2.7 分散培養系における自発性活動の計測例（25 DIV）． 
各電極から計測された，自律的に発生する自発性活動波形． 























ばP < 0.01で優位差が認められた（図2.11)． 





図 2.9 ラスタプロットの例（25 DIV, 72 DIV）． 
縦軸が電極番号，横軸が時間，橙矢印は刺激電極,赤矢印は刺激を加えた













（23-26 DIV平均±標準誤差 N=4，70-85 DIV 平均±標準誤差 N=5）． 
 
図2.11 刺激直後300 ms間の誘発応答スパイク頻度の違い． 
23-26 DIVの神経回路網と，70-85 DIVの神経回路網の刺激直後300 ms 






性電気活動の振幅が大きくなり（23.81±18.82μV,25 DIV，及び49.23±29.61μV, 72 
DIV），72 DIVでは各電極から検出される自発性神経活動のタイミングがより同期するよ
うに変化した．25 DIV, 72 DIVそれぞれ1分間の自発性スパイク活動頻度は，
4906.43±938.39 （平均±標準誤差，N=5), 17808.34±2327.09 （平均±標準誤差，N=5)
となり，培養日数に依存してスパイク頻度が増加し，マンホイットニーのU検定によれ
ばP < 0.01で優位差が認められた（図2.13）． 


























を行った．6 DIV，12 DIV，53 DIV，75 DIV，82 DIV，の各培養日数においてネスチン





細胞と GFAP 陽性細胞が共に存在している．また，培養初期の細胞は 12 DIV の細胞と比
較して一つ一つの細胞体が小さく，細胞体同士が分散している傾向が確認される（図
2.14, 図 2.15）．また，ネスチンのみを発現している細胞は消失し，ネスチン陽性細胞
は全て GFAP を共発現していた． 
 
図 2.14 ネスチン陽性細胞と GFAP陽性細胞の染色像（6 DIV）． 
（a）:ネスチン:緑色，（b）: GFAP陽性細胞:赤色，（c):（a)（b)
の重ね合わせ. スケールバーは 50 µm ． 





図 2.15 ネスチン陽性細胞と GFAP陽性細胞の染色像（12 DIV）． 
（a）:ネスチン:緑色，（b）:GFAP 陽性細胞:赤色，（c):（a),（b) 
像の重ね合わせ.（d）:（a）-（c）に対応する微分干渉像．ス 
ケールバーは 50 µm ． 
 
 さらに培養日数が経過した 75 DIV, 82 DIV の神経回路網では，一つ一つの細胞体が
大きくなり，ネスチン陽性細胞及び GFAP陽性細胞の形体も変化していた（図 2.18,19）．
特に 53 DIV において，GFAP のみ発現している細胞はアストロサイトに典型的な星形の
形状を呈した（図 2.16)．これに対し，82 DIV において認められたネスチン陽性細胞と
GFAP 陽性細胞の形態はアストロサイトの典型的な形態とは大きく異なり，放射状グリ
ア細胞のような細長く扁平な形状となった．この結果は，細胞形態は培養日数によって
















図 2.16 ネスチン陽性細胞と GFAP陽性細胞の染色像（53 DIV）． 
（a）:ネスチン:緑色，（b）: GFAP 陽性細胞:赤色 
（c）:（a）（b）の重ね合わせ, スケールバーは 50 µm. 
 
図 2.17 ネスチン陽性細胞と GFAP陽性細胞の染色像（75 DIV）． 
（a）:ネスチン:緑色（矢印部），（b）: GFAP 陽性細胞:赤色，（c）:
（a）（b）の重ね合わせ,（d）:（a）-（c） に対応する微分干渉
像．スケールバーは 50 µm. 





図 2.18 ネスチン陽性細胞と GFAP陽性細胞の染色像（82 DIV）． 
（a）:ネスチン:緑色，（b）:アストロサイト:赤色 






47 DIV の細胞をオリゴデンドロサイトマーカーである O4 と GFAP を対象に免疫組織染
色を行った（図 2.19，図 2.20）．その結果，GFAP 陽性細胞ほど多くはないが，40 DIV，









図 2.19 O４陽性細胞と GFAP 陽性細胞の染色像（40 DIV）. 
（a）: O４陽性細胞:緑色（矢印部），（b）: GFAP 陽性細胞:赤色 
（c）:（a）（b）の重ね合わせ，スケールバーは 50 µm. 
 
図 2.20 GFAP 陽性細胞の染色像（47 DIV）. 

























































































































































































































































































































図 3.4 改良電気刺激実験スキーム． 






































 履歴現象とは，「事前の 1 回目の刺激によってシステムの状態が初期状態から変更さ
れ，この変更が維持されている間に次の刺激が入った場合に状態に依存した出力が返さ
れる．」ことであるので，1 発刺激に対する応答と 2 連続発刺激に対する応答を比較し
て差があれば履歴が存在すると考えられる．そこで初めに 1 発刺激を Stim 1 として印






細胞で行った別の実験から得られた Stim 1 に対する応答パターンとのユークリッド距
離で，Stim1 に対する応答と Stim 3 に対する応答とのユークリッド距離を除して正規
化を行った（式（1））．また，改良した実験スキームにおいては，単発の刺激を 60秒あ
けて 2回印加し（Stim 1,Stim 2），60秒後に 2発刺激（Stim 3,Stim 4）を印加し（図
3.4）， Stim 2 に対する応答と Stim 4 に対する応答とのユークリッド距離を，Stim 1










  ………………………………………………… (2) 
𝐷𝑠1−𝑠3,𝑡 = √(𝑆1𝑡,1 − 𝑆3𝑡,1)2 + (𝑆1𝑡,2 − 𝑆3𝑡,2)2 ⋯ (𝑆1𝑡,64 − 𝑆3𝑡,64)2 …  (3) 





𝐷𝑠1−𝑠2,𝑡 = √(𝑆1𝑡,1 − 𝑆2𝑡,1)2 + (𝑆1𝑡,2 − 𝑆2𝑡,2)2 ⋯ (𝑆1𝑡,64 − 𝑆2𝑡,64)2   … (5) 
𝐷𝑠3−𝑠4,𝑡 = √(𝑆3𝑡,1 − 𝑆4𝑡,1)2 + (𝑆3𝑡,2 − 𝑆4𝑡,2)2 ⋯ (𝑆3𝑡,64 − 𝑆4𝑡,64)2  … (6) 
 
ただし， 
𝐷𝑠1−𝑠3,𝑡は時刻 t の時間窓における Stim1, Stim3 間のユークリッド距離， 
𝐷𝑠1−𝑠1′,𝑡は時刻 t の時間窓における Stim1, Stim1′間のユークリッド距離， 
𝐷𝑠1−𝑠2,𝑡は時刻 t の時間窓における Stim1, Stim2 間のユークリッド距離， 
𝐷𝑠3−𝑠4,𝑡は時刻 t の時間窓における Stim3, Stim4 間のユークリッド距離， 
𝑆1𝑡,1 ⋯ 𝑆1𝑡,64は Stim 1 後の時刻 t の時間窓における特長ベクトルの各要素， 
𝑆1′𝑡,1 ⋯ 𝑆1
′
𝑡,64は Stim 1′後の時刻 t の時間窓における特長ベクトルの各要素， 
𝑆2𝑡,1 ⋯ 𝑆2𝑡,64は Stim 2 後の時刻 t の時間窓における特長ベクトルの各要素， 
𝑆3𝑡,1 ⋯ 𝑆3𝑡,64は Stim 3 後の時刻 t の時間窓における特長ベクトルの各要素， 












図 3.5 特徴ベクトルの生成法. 




図 3.6 特徴ベクトル間のユークリッド距離. 
ある時刻における 2つの活動パターン S11，S31はそれぞれ活動電位ス






図 3.7 64次元空間におけるユークリッド距離の概念図. 


























発性神経活動電位を計測した．次に，培地下で 1 s，もしくは 5 s間隔で刺激を行って
履歴現象を検証した．さらに，培養液を Mg2+不含細胞外記録用溶液に交換し，20分静置
して液交換に伴う浸透圧ショックの影響からの回復を期した．Mg2+不含細胞外記録溶液





表 3.1 Mg2+不含細胞外記録溶液組成表. 
 
Mg2+不含細胞外記録溶液組成 濃度 
MgCl2 0 mM 
KCl 3 mM 
CaCl2 3 mM 
NaCl 130 mM 
C8H18N2O4S(HEPES) 10 mM 






表 3.2 Mg2+不含細胞外記録溶液を用いた実験のスキーム. 








自発性活動計測 1 s or 5 s ISI 
で実験 




















ターンが変化したことが推察される．さらに，刺激間隔（ISI）を 1 秒，2 秒，2.5 秒，
5 秒，10 秒として実験を行い，直前の刺激が残存する時間を検証した．神経回路網に対
し単発の電気刺激，及び複数の刺激間隔で 2発連続した電気刺激を印加し，誘発応答神




    
 
図 3.8 電流刺激による誘発応答波形の例（78 DIV）． 
赤枠が刺激電極であり，Stim 1 を赤矢印，Stim 2 を青矢印，Stim 3 を
緑矢印で表す．刺激直後から誘発応答波形が顕著に確認される．しか






しかしながら，培養日数 75 から 120 日においては，Stim 1 と Stim 3 印加後の波形，
及び Stim 2と Stim 3印加後の波形は ISIが 1 sから 2 sの場合に明確に異なっていた．
例えば，1 s ISI において Stim 1 と Stim 3 印加後の応答波形を比較すると， Stim 3
の応答において刺激直後の小さい振幅の活動スパイクが増加し，逆に 100 ms 後の大き
な振幅の活動スパイクが減少した．この結果は，刺激間隔が 1 s から 2 s程度と短い場
合には，事前に印加された刺激の存在によって誘発応答波形が変化した事を示す．つま
り，2発刺激による履歴現象が発現したということであり，その履歴が持続する時間は

















図 3.10 電流刺激による誘発応答波形の拡大例（25-40 DIV, 75-120 DIV）． 













してユークリッド距離の時間変化を解析した（図 3.11，図 3.12）．Stim 1 による応答
と Stim 3 による応答のユークリッド距離の刺激直後１秒間の合計値は，培養日数が
23-26 DIV の場合，1 s ISI では 492.30±59.59（平均±標準誤差 N=4），5 s ISI では
480.12±39.45（平均±標準誤差 N=4）, 10 s ISIで 474.48±27.48（平均±標準誤差 N=4）
となり，有意差は認められなかった（図 3.13)．75-175 DIV においては，刺激間隔が短
い 2 s 以内の場合，刺激直後にユークリッド距離が顕著に大きくなった．104-111 DIV，
1 s ISIでは 754.31±413.81（平均±標準誤差, N=6），5 s ISI では 389.59±39.95（平
均±標準誤差, N=6），10 s ISI では 368.43±48.64（平均±標準誤差, N=6）となり，
マンホイットニーの U 検定によれば 104-111 DIV，1 s ISI，10 s ISI DIV の場合で，


































（図 3.14，図 3.15）．培養期間が短い 19-27 DIV の神経回路網では，刺激直後１ s 間
のユークリッド距離合計値は 19-27 DIV，1 s ISIで 359.16±147.69（平均±標準誤差, 
N=5）, 5 s ISIで 303.31±84.49（平均±標準誤差, N=5），10 s ISIで 328.74±77.02
（平均±標準誤差, N=5）で，ISI に関わらず刺激直後にユークリッド距離が大きくな
る現象は確認されなかった（図 3.16）．培養期間が長い 98-127 DIV の神経回路網にお
いては，刺激間隔が短い 1 s ISIの場合，刺激直後に Stim 1による応答と Stim 3 によ
る応答のユークリッド距離が顕著に大きかった（図 3.15）．Stim 1による応答と Stim 3
による応答のユークリッド距離の刺激直後１秒間の合計値は，98-127 DIV，1 s ISIで
612.77±237.26（平均±標準誤差, N=4），5 s ISI で 410.89±70.36 （平均±標準誤
差 ,N=4），10 s ISI で 347.89±37.21 （平均±標準誤差 ,N=4）であった（図 3.16）．
ユークリッド距離の変化は，神経回路網ごとに大きくばらついたが，マンホイットニー
の U検定によれば，98-127 DIV，1 s ISI，10 s ISI の場合はユークリッド距離の平均












































リッド距離の時系列変化（正規化，75-175 DIV，平均±標準誤差，N=７)．1 s ISI









正規化したユークリッド距離で比較しても，75-175 DIV においては ISI が 1 s の場
合は顕著なユークリッド距離の増加が確認された．ただし，刺激直後のみならず，数秒
後にも繰り返しユークリッド距離が高くなる区間が見出された（図 3.18）．どの ISI に
おいても刺激から数秒後にユークリッド距離が高くなる背景には，その神経回路網は常
に類似したタイミングで，類似した時空間パターンが発現している可能性がある（図
3.17)．また，ISI が 2 秒以上の場合，明確なユークリッド距離の増加は確認されなか
った．これは，ユークリッド距離は神経回路網ごとに大きくばらつくため，正規化処理
によってユークリッド距離の変化が検出しにくくなることによるものと考えられる．
23-36 DIVにおいては ISI に関わらず刺激直後から数秒間，正規化ユークリッド距離が
1 程度の値を推移した（図 3.19）． 
培養期間が長い場合，神経活動スパイク頻度は上昇する．従って，履歴性の発現には
自発性神経活動の活性化や神経間の機能的結合の強度が関係する可能性がある．そこで，
神経活動の活性化の指標として，2発刺激（Stim 2, Stim 3)後 300 ms の区間の活動ス
パイク数を解析した．23‐26 DIV の神経回路網に 1 s ISI で 2発刺激を印加した場合，
Stim 2 直後 300 msのスパイク数は 4075.00±913.42（平均±標準誤差 N=4），Stim 3 直
後 300 msのスパイク数は 2878.08±590.95（平均±標準誤差 N=4）であった．5 s ISI
で 2発刺激を印加した場合，Stim 2 直後 300 msのスパイク数は 5456.75±1970.63（平
均±標準誤差 N=4 ），Stim 3 直後 300 ms のスパイク数は 4953.00±1706.73（平均±
標準誤差 N=4）であった（図 3.20）．104‐110 DIV の神経回路網に 1 s ISI で 2発刺激
を印加した場合，Stim 2 直後 300 ms のスパイク数は 4595.00±1787.45（平均±標準
誤差 N=4），stim 3 直後 300 msのスパイク数は 2842.75±267.32（平均±標準誤差 N=4）
であった．5 s ISI で 2 発刺激を印加した場合，Stim 2 直後 300 ms のスパイク数は






したスパイク数も ISIによって変動し，ISI が小さい場合に 2発目の刺激によるスパイ
ク数の減少が顕著であることが示唆された． 
 
図 3.20 23-26 DIV の刺激間隔に依存したスパイク頻度の変化. 
平均±標準誤差，N=4. 
 





















記録溶液下それぞれの，刺激直後 300 ms の誘発スパイク頻度を合計した結果，培地下
では 45.73±3.85 （平均±標準誤差，N=5)，Mg2+不含細胞外記録溶液下では 86.50±2.79 





象が確認された．特に 1 s ISI の時に，刺激直後数百 msに渡って正規化ユークリッド






























にわたって神経回路網の中に残存し，結果的に培地下でも 1 s ISIで履歴現象が発現し
たと考えられる．5 s ISI の場合は，培地下においても Mg2+不含細胞外記録溶液下にお
いても履歴現象は発現しなかった（図 3.26）．同日に培養し，特別な処理を加えずに培
地のみで培養し続けた姉妹培養では，1 s ISIで電気刺激を印加しても培地下での履歴




































現象は 25-40 DIV 程度の比較的短期間培養した神経回路網では発現しない（図 3.10）．
長期培養した神経回路網において確認された履歴現象において，応答活動パターンは連
続した 2 発刺激の刺激間隔に依存して変化した（図 3.13）．3 章で行った実験スキーム















































































40 DIV 前後で神経回路網の高頻度活動（High-Frequency Bursting, HFB）が観察され，
この時期を過ぎると神経回路網全域に同期した活動が発生する[91]．この過程は生体に
おけるシナプス刈り込み現象と類似しており，HFB の時期に使われないシナプスが縮退
し，残ったシナプスは相対的に増強されている可能性がある（図 3.31, 図 3.32）． 
 
 


























応答が発現しないが，膜電位が+30 mV 付近まで脱分極したときは NMDARの Mg2+のブロッ
クが外れて，シナプス後電位が発生する．従って，他のシナプスからの入力によって活
動電位が発生してシナプス後細胞が強く脱分極している間にサイレントシナプスにお





































2 発刺激の刺激間隔に依存して変化した．履歴の持続時間は 1 sから 2 s程度の時間ス























































































































































ング刺激を構成する 2発の刺激の間隔（ISI）を 800 ms,1000 ms, 1500 ms, 2000 msと
条件を変えて設定した．コンディショニング終了後に再び 1分に 1発の単発刺激印加と
刺激後１分間の電気計測・記録を 1 試行として 60 試行繰り返し，コンディショニング
前後の神経回路網スパイク特性の変化を解析した（図 4.1）．刺激電流値は培養と電極
の状態によって調整する必要があるが，充分な応答が確認できる最低限の電流値とし













後に各 20分の自発性神経活動を 5回計測するスキームで実験を行った（図 4.2）．この
実験ではコンディショニング刺激 ISIは 1000 ms，1500 ms，2000 ms と設定し，電気刺
激を印加する間隔は 1分に 1回とした．別の実験スキームとしてコンディショニングの
後に必ず単発刺激を印加して応答を解析し，単発刺激によってコンディショニング刺激
後の活動特性が受ける影響を解析した（図 4.3）．3 回のコンディショニングと 3回の単
発電気刺激を印加する前後に各 20 分の自発性神経活動の計測を計 7 回行った．コンデ
ィショニング刺激の ISIは 1000 ms，1500 ms，2000 ms と設定し，電気刺激を印加する


































20 分間の自発性活動を記録し，データを 5 分ずつ 4 つに分割した．各分割データに





を作成し（図 4.4)，全 4 分割データの各階級値を平均した．このデータは，時間分解



















した．図 4.6 はコンディショニング前後の単発刺激後 10 スイープ分の活動をオーバー
レイしてラスタプロット表示したものである． 
 


































図 4.8 コンディショニングによる神経回路網のスパイク頻度の変化（24 DIV）. 
左図はコンディショニング前後の一発目の刺激電気刺激直後から 100 ms
以内のスパイク頻度を，右図はコンディショニング前後の 1 s の自発性神
経活動のスパイク頻度を示す．＊，＊＊は有意差を示す（＊：p<0.05，：
＊＊：p<0.01，マンホイットニーの U 検定）． 
 
刺激直後 100 ms 間の活動スパイク頻度は，コンディショニング前において

















400 ms 間の神経活動スパイク頻度は，コンディショニング前は 1806.00 ±172.29（平











発目の刺激前 400 ms から 2 発目の刺激タイミングまでの時間ドメインに
おけるスパイク頻度を示す．右パネルはコンディショニング時の 2発目の
刺激タイミングから 400 ms までの時間ドメインにおけるスパイク頻度を


























 コンディショニング時の 2 発の電気刺激の間隔を 800 ms とした場合，その前後にお
いて刺激応答性が大きく変化した．特に，コンディショニング後はコンディショニング

























図 4.12 図 4.11の線グラフのオーバーレイ表示. 
 
t1と t2の時間ドメインにおける神経活動スパイク頻度の関係性に着目して解析を行っ
た（図 4.13）．各試行における t1 後 500 ms 以内の神経活動スパイク頻度と時刻 t2 前
後 200 ms（計 400 ms）以内の神経活動スパイク頻度を個別に算出した．t1 の活動が大
きい時の t2の活動傾向を解析するため，t1の活動スパイク頻度の大きい順に各試行を
ソーティングした．コンディショニング前においては，t1 における神経活動スパイク
頻度の順位 1 番から 30 番目までの試行のスパイク頻度は 307.30 ± 11.69（平均±標
準誤差，N=30)，31番目から 60番目までの試行の t１におけるスパイク頻度は 151.92 ± 
7.40（平均±標準誤差，N=30)で，これは t1におけるスパイク頻度でソートして分割し
たため当然であるが P<0.01（Mann-Whitney U-test）で有意差が認められた．他方，t2
におけるスパイク頻度は，t1における神経活動スパイク頻度の順位 1番から 30 番目ま
での試行では 205.0 0± 18.65 （平均±標準誤差，N=30)，31 番目から 60 番目までの
試行では 250.82 ± 15.50 （平均±標準誤差，N=30)となり，有意差は認められなかっ
た．すなわち，コンディショニング前においては t1 における活動頻度と t2における活
動頻度に明確な関係性が確認できなかった（図 4.14）．これに対して，コンディショニ
ング後では，t1 における神経活動スパイク頻度の順位 1 番から 60 番目までの試行の t
１におけるスパイク頻度は 480.4 ± 11.25（平均±標準誤差，N=60)， 61番目から 120
番目までの試行の t１におけるスパイク頻度は 216.1 ± 10.06（平均±標準誤差，N=60)





おけるスパイク頻度は，t1における神経活動スパイク頻度の順位 1番 から 60番目ま
での試行では 209.9 ± 22.58（平均±標準誤差，N=60)，61番目から 120 番目までの試













図 4.14 コンディショニング前の t1,t2における活動スパイク頻度の関係性. 
t1 における神経活動スパイク頻度の順位 1 番から 30 番目までの試行のデータ




図 4.15 コンディショニング後の t1,t2における活動スパイク頻度の関係性. 













を解析した．コンディショニングを 1000 ms ISI で加えた後 120 回の単発刺激を行い，
１試行ごとに神経活動スパイク頻度の時間推移を解析した．さらに，刺激直後 500 ms
以内の活動頻度が高い順に各試行をソートし，上位から 1-30試行，31-60試行，61-90


























図 4.16 電気刺激印加前 2 s 間，印加後 6 s間における神経活動スパイク頻度の合計値









上位から 2 及び 3 番目の区分の神経活動スパイク頻度合計値の時間推移．d)
上位から 3及び 4番目の区分の神経活動スパイク頻度合計値の時間推移． 
 
前節までの結果と一致して，刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が低い場合にコンディシ
ョニング時の 2発目の刺激時刻周辺で活動頻度が上昇する傾向があった（図 4.16（b),
（c),（d)）．例えば，刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が低い 91-120 試行における合計
活動スパイク頻度の時間推移を検証すると，刺激の直前に神経回路網が強く活動してい
た（図 4.16（d)）．また，刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が相対的に高い 1-30 試行と







に着目すると，刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が最も低い第 4 位の区分に属する試行
では 2ndピークが表れる時間が短いという傾向があった．それぞれの 2ndピークの時刻
は第 4 区分の試行で 900 ms，第 3 区分の試行で 1100 ms，第 2 区分の試行で 1200 ms，






図 4.17 上位から１，２及び４番目の区分の神経活動スパイク頻度の時間推移のまとめ． 
 
図 4.18 ソートしたデータに表れる，2nd ピークの位置の違い. 
 
次に，2ndピークが重なり合うように各区分の神経活動スパイク頻度時間推移データ






2nd ピークが第 1 番目の区分の 2nd ピークと互いに重なるようにした（図 4.19)．その
結果，2ndピークの直後に表れるピークの傾向が第 1番目の区分と第 2番目の区分で類
似している．第 1 番目の区分の 1-30 試行と第 3 番目の区分の 61-90 試行のデータを重
ね合わせ，神経活動スパイク頻度時間推移データをシフトして，第 3番目の区分の 2nd
ピークが第 1番目の区分の 2ndピークと互いに重なるようにした（図 4.20)．その結果，
2ndピークの直後のピークの出現位置が類似していた． 
 














第 1 番目の区分の 1-30 試行と第４番目の区分の 91-120 試行のデータを重ね合わせ，
神経活動スパイク頻度時間推移データをシフトして，第 4 番目の区分の 2nd ピークが第










は 30試行と設定していたため，刺激直後 500 ms以内のスパイク活動頻度が高い順に各
試行をソートして，1-15試行，16-30試行の上位と下位の 2つに区分し，刺激直後に表
































図 4.23 コンディショニング前の 30 試行のデータとコンディショニング後の第 1 番





















ョニングが自発性活動に与える影響を解析した．いずれの条件でも 100 ms の IPI 頻度













100 ms以上の IPI のみ解析した（図 4.25）．単発刺激・コンディショニング刺激印加前
は 200 ms という短い IPI が多く（図 4.25（1）），単発刺激後は 200 ms から 300 ms の
IPIが減少する傾向があった（図 4.25（2))．1s ISI でコンディショニングした後は ，
600 ms から 700 ms の IPI が増加した（図 4.25（3))．さらにコンディショニング刺激
で用いた ISI が 1.5 s，2 s と長くなるに従って，この 600 ms から 700 ms の IPI の頻
度が減っていき，さらに長い 1000 msから 2000 msの IPIが増加した（図 4.25（4)，（5))．
それぞれの計測における平均 IPIは，計測（1)で 458.16±23.60 ms（平均±標準誤差，
N=4)，計測（2)で 496.29±22.65 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（3)で 560.27±18.95 
ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（4)で 600.20±15.97 ms（平均±標準誤差，N=4)，
計測（5)で 614.72±13.49 ms（平均±標準誤差，N=4)であった．コンディショニング
で用いた ISIが長くなるにしたがって，200 ms から 1000 ms の IPI 頻度が下がり，1100 
msから 2000 msまでの IPI頻度が増加して長い IPIが増加する傾向があった（図 4.26）．
各刺激スキーム後に，IPI を 500 ms 毎にまとめ，ISI に依存した IPI 変化の傾向を解析
した（図 4.27)．200-500 ms の IPI は，（1)単発刺激前では 548.08±34.81（平均±標
準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 532.41±24.31（平均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI
でコンディショニング後では 466.17±15.64（平均±標準誤差，N=4)，（4)1.5 s ISIで
コンディショニング後では 451.41±16.00（平均±標準誤差，N=4)，（5)2 s ISI でコン
ディショニング後では 450.83±15.10（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイット
ニーの U 検定によれば（1),（2)は（3),（4),（5)と P < 0.01 で優位差が認められた．
600-1000 ms の IPI は，（1)単発刺激前では 254.17±11.17（平均±標準誤差，N=4)，（2)
単発刺激後では 229.83±7.09（平均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI でコンディショニ
ング後では 181.50±11.06（平均±標準誤差，N=4)，（4)1.5 s ISIでコンディショニン
グ後では 146.58±8.55（平均±標準誤差，N=4)，（5)2 s ISI でコンディショニング後
では 134.17±10.39（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U 検定によ
れば（1),（2)は（3),（4),（5)と P < 0.01 で優位差が認められた．1100-1500 ms の
IPI は，（1)単発刺激前では 40.08±5.06（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では
48.5±4.56（平均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI でコンディショニング後では 62.50
±3.39（平均±標準誤差，N=4)，（4)1.5 s ISI でコンディショニング後では 67.50±2.08
（平均±標準誤差，N=4)，（5)2 s ISI でコンディショニング後では 65.5±3.39（平均
±標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U 検定によれば（1)は（3),（4),（5)
と P < 0.01 で優位差が認められ,（2)は（3)と P < 0.05で有意差が認められ，（4),（5)
と P < 0.01 で優位差が認められた．1600-2000 ms の IPI は，（1)単発刺激前では 1.16
±0.35（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 2.25±0.63（平均±標準誤差，N=4)，
（3)1 s ISI でコンディショニング後では 9.75±1.93（平均±標準誤差，N=4)，（4)1.5 






ットニーの U 検定によれば（1)（2)は（3),（4),（5)と P < 0.01 で優位差が認められ





図 4.25 図 4.2 に示した実験スキームによるネットワークバーストのピーク出現間隔
（IPI）分布の例．平均 IPIは，計測（1)で 458.16±23.60 ms（平均±標準誤
差，N=4)，計測（2)で 496.29±22.65 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（3)









図 4.26 図 4.2 に示した実験スキームによるネットワークバーストのピーク出現間隔
（IPI）分布の例（図 4.23 と同じデータ）． 
 
 
図 4.27 図 4.25 のネットワークバーストのピーク出現間隔（IPI）を 500 ms 毎にまと
めた結果を示す．それぞれ 200 msから 500 ms の IPI の合計値（平均±標準誤
差，N=4)，600 ms から 1000 ms の IPI の合計値（平均±標準誤差，N=4)，1100 
msから 1500 msの IPIの合計値（平均±標準誤差，N=4)，1600 msか 2000 ms





次に，単発刺激が自発性活動の IPI に与える影響を解析した（図 4.28)．これまでの
結果と同様，単発刺激・コンディショニング刺激のいずれも印加されていない場合は
200 ms という短い間隔の IPI が相対的に多く（図 4.28（1）），単発刺激後は 500 ms 周
辺の IPIが相対的に多くなった（図 4.28（2））．単発刺激を印加することによって 200 ms
から 300 msの IPIは減少する傾向がある点もこれまでの結果と整合性がある．1 s ISI
でコンディショニングした後の活動周期は 700 ms から 900 ms の IPI が多くなったが 
（図 4.28（3))，さらに，この後単発刺激を印加すると，500 msから 1000 ms 程度の様々
な大きさの IPI に分布が分散した（図 4.28（4)，（6),図 4.29（4)，（6))．これらの結
果は，神経回路網にとって背景的な活動であると考えられてきた自発性活動も，単発刺
激やコンディショニング刺激の履歴の影響を受けて活動の時間パターンが変化するこ
とを示す．刺激スキーム後毎に，IPI を 500 ms毎にまとめ，ISI に依存した IPI 変化の
傾向を解析した（図 4.30)．200-500 ms の IPI は，（1)単発刺激前では 276.08±60.28
（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 89.60±16.62（平均±標準誤差，N=4)，
（3)1 s ISI でコンディショニング後では 47.17±2.99（平均±標準誤差，N=4)，（4)
単発刺激後では 68.41±7.24（平均±標準誤差，N=4)，（5)1.5 s ISI でコンディショニ
ング後では 46.40±4.78（平均±標準誤差，N=4)，（6)単発刺激後では 71.41±3.90（平
均±標準誤差，N=4)，（7)2 s ISI でコンディショニング後では 107.20±3.77（平均±
標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U 検定によれば（1)は（2),（3),（4),
（5),（6),（7)と P < 0.01 で優位差が認められた．600-1000 msの IPIは，（1)単発刺
激前では 85.08±19.68（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 105.40±4.93（平
均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI でコンディショニング後では 98.00±8.06（平均±標
準誤差，N=4)，（4)単発刺激後では 113.80±5.02（平均±標準誤差，N=4)，（5)1.5 s ISI
でコンディショニング後では 82.60±7.05（平均±標準誤差，N=4)，（6)単発刺激後で
は 127.20±4.99（平均±標準誤差，N=4)，（7)2 s ISIでコンディショニング後では 133.03
±2.93（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U検定によれば（1),（2),
（3),（5)は（6),（7)と P < 0.01で優位差が認められた．1100-1500 msの IPI は，（1)
単発刺激前では 18.00±7.78（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 48.60±3.15
（平均±標準誤差，N=4)，（3)1 s ISI でコンディショニング後では 55.60±2.66（平均
±標準誤差，N=4)，（4)単発刺激後では 54.60±4.51（平均±標準誤差，N=4)，（5)1.5 s 
ISIでコンディショニング後では 69.60±3.04（平均±標準誤差，N=4)，（6)単発刺激後
では 49.60±2.58（平均±標準誤差，N=4)，（7)2 s ISI でコンディショニング後では
40.63±1.66（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U検定によれば（1)
は（2),（3),（4),（5),（6),（7)と P < 0.01で優位差が認められた．（5)は（1)は（2),
（3),（4),（5),（6),（7)と P < 0.01 で優位差が認められた．1600-2000 ms の IPIは，
（1)単発刺激前では 0.60±0.53（平均±標準誤差，N=4)，（2)単発刺激後では 6.40±2.30





±標準誤差，N=4)，（4)単発刺激後では 5.00±1.01（平均±標準誤差，N=4)，（5)1.5 s 
ISIでコンディショニング後では 10.08±1.65（平均±標準誤差，N=4)，（6)単発刺激後
では 5.20±1.10（平均±標準誤差，N=4)，（7)2 s ISI でコンディショニング後では 4.20
±0.76（平均±標準誤差，N=4)であった．マンホイットニーの U検定によれば（3)，（5)
は（1),（4),（6),（7)と P < 0.01 で優位差が認められ,（3)，（5)は（2)と P < 0.05
で優位差が認められた． 
また，単発刺激を行うと，コンディショニングによって誘導された IPIの変化を打ち
消して 500 ms 周辺の IPI が相対的に多くなる傾向があったが，直前のコンディショニ
ングによる変化をひきずっている傾向があった．1.5 s ISIでコンディショニングを行
うと，700 ms から 900 ms の活動周期の平均度数が減少し，1100 ms から 1500 ms の活
動周期がわずかに増加して 1000 ms 付近にピークが出現した（図 4.28（5)）．さらに，
2 s ISIのコンディショニングにより，1500 ms から 2000 ms の平均度数の増加が予想
されたが，実際には 600 ms から 700 ms の IPIが多かった（図 4.28（7))．この 500 ms
周辺に IPI のピークが来るスキームは単発刺激後の場合が多かった（図 4.28（2), （4), 
（6))．それぞれの計測における平均 IPI は，計測（1)で 338.91±15.52 ms（平均±標
準誤差，N=4)，計測（2)で 648.10±15.92 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（3)で 797.94
±16.75 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（4) で 681.61±19.95 ms（平均±標準誤差，
N=4)，計測（5)で 814.57±17.16 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（6)で 675.44±23.59 
ms（平均±標準誤差，N=4)，および計測（7)で 339.13±15.10 ms（平均±標準誤差，
N=4)である．これらの結果から，計測（2)，（4)，（6)の単発刺激印加後の平均 IPIはど




測（2），（4），（6）における IPIの傾向に近い特徴を持っていた（図 4.28，図 4.29，図








図 4.28 図 4.3 に示した実験スキームによるネットワークバーストのピーク出現間隔
（IPI）分布の例．実験には 27 DIV の神経回路網を使用した． 
平均 IPIは，計測（1)で 338.91±15.52 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（2)
で 648.10±15.92 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（3)で 797.94±16.75 ms
（平均±標準誤差，N=4)，計測（4) で 681.61±19.95 ms（平均±標準誤差，
N=4)，計測（5)で 814.57±17.16 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（6)で 675.44
±23.59 ms（平均±標準誤差，N=4)，計測（7)で 339.13±15.10 ms（平均±








図 4.29 図 4.3 に示した実験スキームによるネットワークバーストのピーク出現間隔












図 4.30 図 4.28 のネットワークバーストのピーク出現間隔（IPI）を 500 ms 毎にまと
めた結果を示す．それぞれ 200 msから 500 ms の IPI の合計値（平均±標準誤
差，N=4)，600 ms から 1000 ms の IPI の合計値（平均±標準誤差，N=4)，1100 





















た時間周辺で 2nd ピークが計測された．刺激直後に誘発応答スパイクが集中する 2nd ピ
ークの時間を解析すると，刺激直後 500 ms 以内の活動頻度が最も低い試行では 2nd ピ
ークが表れる時間が短くなり，最も高い試行では 2nd ピークが表れる時間が長いという
















化する（図 4.26, 図 4.29)．本章で報告したタイミングメモリーの発現時間は 2秒が限
界であった．その時間は 3 章で報告した履歴が持続する時間と類似しており，この実験
の例では履歴は 2 s間持続するのが限界であったと推測できる． 
 2 s ISIのコンディショニング後は 600 ms から 700 ms の IPIが多く（図 4.28（7))，
この 500 ms周辺に IPIのピークが来る傾向は単発刺激後のスキームに多かった（図 4.28
（2), （4), （6))．それは，この神経回路網にとって 2 s ISI によるコンディショニ
ングは，刺激間隔が履歴持続時間と相対して長いために，連続刺激としてではなく単発
の単発刺激として処理された可能性がある．これらの結果から，神経回路網のネットワ






















































図 4.32 脳波波形とパワースペクトル（文献[108]図 4より抜粋）. 
（a)光刺激前の脳波とパワースペクトル 



























































































































トに6日間にわたって経口投与すると，精巣の組織 1 グラム当たりにおける 1 日の精
子形成量が10%以上減少したことが報告されている[124,125]．また， BPAを1日あたり
































系を使用し，細胞外電位多点計測皿（MED)により電位を計測した．MED は底面に 64 個
の微小平面電極を備えており，その電極アレイ上に神経細胞（30万個)を一定エリア内






20‐30 DIV（培養日数 20‐30 日目の神経回路網)，50‐60 DIV の神経回路網それぞ
れに対して，以下のような手順で BPA の影響評価をした（表 5.1）．インキュベータか
ら細胞を取り出し，室温に馴染ませるために 30分静置する．その後，10分間の自発性
神経活動を計測し，この 10分間の 64電極の自発神経活動の頻度を 1つの評価指標とし
た（表 5.1（1))．神経回路網に対する液交換の影響を評価するために細胞外の液を全
く同じ培養液に交換して，30 分静置した後に自発活動を計測（表 5.1（2))した．その
後各濃度の BPA 含有培地に液交換して計測を行い，再び元の培養液に置換して 30 分静
置後，各 BPA濃度に依存した神経回路網の一過性の影響を評価した（表 5.1（3))．（1)
で計測した最初の自発性神経活動のスパイク頻度を基準として自発活動頻度を正規化



























表 5.1 実験手順． 
 
静置 （1）自発性神経活動計測 静置 （2）自発性神経活動計測 … 
30分 10 分 30 分 10分 … 
 
… 25μM，50μM,100μM BPA 自発性神経活動計測 静置 （3）自発性神経活動計測 

























5.3.1 BPA の神経回路網への影響 
神経回路網の培養初期から 50 μM，100 μM の BPA 濃度で培養を行った場合，50μM 
BPA下で培養した神経回路網は 5 DIV から神経細胞が細胞死を起こしているとみられる
形態が確認され，さらに 10 DIV において神経回路が凝集した（図 5.2）．100 μM BPA
で培養した神経回路網も同様に，5 DIV において神経細胞が細胞死を起こしている形態
が確認され，10 DIV では神経回路が凝集した．BPA 下で培養した神経回路に対して，対













また，BPA の神経回路網への一過性の影響を評価する為に，20-30 DIV の神経回路網と
50-60 DIV の神経回路網を 100 μM の BPA に暴露した．21 DIV の神経回路網に対して
BPA不含培地下の活動，100 μM BPA 含有培地下の活動，100μM BPA 除去後の通常培地
下の活動を比較すると，BPA暴露中は自発性神経活動が抑制され（図 5.3，図 5.4），BPA
は GABAA受容体を亢進する働きがあると言う従来の報告と一致した．BPA 除去後の活動





図 5.3 100 μM BPA 暴露前の神経回路網の自発性電気活動波形（21 DIV）． 







図 5.4 100μM BPA 暴露中の神経回路網の自発性電気活動波形（21 DIV）． 
BPA含有培地における活動． 
 









BPA不含培地下の活動（図 5.6），100 μM BPA 含有培地下における活動（図 5.7），100 μM 
BPA除去後の活動（図 5.8）を比較すると，BPAは GABAA受容体を亢進する働きがあるこ
とから，暴露中の活動波形は暴露前に比べて神経活動が抑制される傾向を示している．









図 5.6 100μM BPA 暴露前の自発性電気活動波形（65 DIV）． 




















5.3.2 BPA の濃度依存的効果 
20-30 DIV の神経回路網に対して異なる BPA 濃度で複数の実験を行い，一過性の BPA
が神経回路に与える影響を解析した（図 5.9）．BPA 暴露前の（1)，（2)の自発活動計測
結果は同じ培養液に交換している為，正規化したスパイク頻度に顕著な変化は確認され
なかった．しかしながら，50μM 以上の BPA 濃度で実験を行った場合，正規化スパイク
頻度は BPA 濃度と暴露時間に依存して減少することが明らかになった（図 5.9 右列)．
また，BPA濃度が 25μMの場合，60分経過しても顕著なスパイク頻度の減少は確認され
ず，暴露後の（3)の自発活動計測においても BPA の影響を確認する事ができなかった．
結果として，20-30 DIVの神経回路網は 50μM以上の BPA濃度下に暴露されると，正規
化スパイク頻度が 25μMに比べて強く抑制され，さらに暴露後のスパイク頻度（3)にも
影響を与えることが明らかになった．50-60 DIVの神経回路網における各 BPA 濃度の一
過性の影響も解析した（図 5.10）．BPA暴露前の（1)，（2)の自発活動計測結果は 20-30 
DIVの解析結果と同様，正規化したスパイク頻度に顕著な変化は確認されなかった．し




いことが明らかになった（図 5.9，図 5.10）．その一方で，20-30 DIV の細胞に対して








図 5.9 20-30 DIV における各 BPA 濃度の一過性の影響． 
左:BPA濃度に依存した一過性の影響． 
右:BPA暴露時間に依存したスパイク頻度の時間変化． 







図 5.10 50-60DIV における各 BPA 濃度の一過性の影響． 
左:BPA濃度に依存した一過性の影響． 
右:BPA暴露時間に依存したスパイク頻度の時間変化． 








































































が確認された．特に，20-30 DIV の神経回路網に対して BPA は強く作用し，通常の培養
液に置換しても正規化スパイク頻度は BPA 暴露前よりも低い値であった．これらの結果
から BPAは神経回路網に対して，培養日数に依存して自発性神経活動を抑制することが
示唆された．BPA 不含培地に再置換した後の活動頻度の減少は，BPA によって GABAA受
容体が亢進した状態が長く続いたために，シナプス伝達効率が自律的に調整され，結果
として神経回路網全体の活動が BPA 除去後にも抑制されたと推測される．50-60 DIVの




-30 DIV 程度培養した神経回路網と 50 DIV 以上培養した神経回路網において，電気刺
激に対する応答は明確に異なり，72 DIV の神経回路網の誘発応答は刺激直後に集中し
て現れているのに対し，25 DIV の神経回路網の刺激直後の誘発応答は少なく，これに
対して自発性神経活動と思われる電気活動が顕著になる．特に 72 DIV の神経回路網は
神経細胞間の機能的結合性が強く，活動が神経回路を伝搬し易くなっていると考えられ
る．この培養日数に依存した神経細胞間のロバスト性の違いがあるため，培養日数 50-60 
DIV の神経回路網の方が 20-30 DIV の神経回路網に比べて，BPA 含有培地下への暴露後
にスパイク頻度が元の程度まで回復したと考えられる． 
また，コネクションマップを用いた解析結果より（図 5.11, 図 5.12)，電極間の結合
は BPA 含有培地下への暴露後に大きく変化した．正規化スパイク頻度の解析結果から
（図 5.9, 図 5.10），BPA は 20-30 DIV の神経回路網に対して，BPA 含有培地下への暴






















































































































































直径 7 mmネットワークサイズ，7800 cells/mm2 の細胞密度の神経回路網で実験を行っ
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